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摘要：柱 状黄杆 菌 (Flavobacteri m col“ 锻re)是 一种世 界范 围 的水 产动 物致病 菌，是 中国重要 养 殖鱼类 草 鱼 
(Ctenopharyngodon idell“s)、鳜(Si iperca chuatsi)等烂鳃病的病原。本研究以 1972年从患“烂鳃病”草鱼上分离的两株 
冻干柱状黄杆菌 G4和 G】 菌株为研究对象，并将 G4株再次分离纯化得纯化菌株，命名为 G4R3。对草鱼鱼苗浸泡攻毒结 
果显示，G4R 的 LD50至少比G】 的高 3个数量级，因此 G4R3为“强毒株”，G18为“弱毒株”。利用蛋白质组学方法分析柱状 
黄杆菌强毒株 G4R 和弱毒株 G】 的胞外蛋白，经过双向电泳并结合图像分析，共发现了34个点是差异表达的蛋白。胶内 
酶解、肽质量指纹图谱和串联质谱分析后 ，鉴定出其中的7个蛋白点，代表滑动蛋白K、腺酐甲硫氨酸合成酶和一种可能 
的膜蛋白等 3种蛋白，它们可能是柱状黄杆菌的毒力因子。[中国水产科学 ，2007，14(5)：807—814] 
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本研究所用两株冻干柱状黄杆菌 G4和G 8菌株 
是 1972年从患“烂鳃病”草鱼上分离的，当时被命名 
为鱼害黏球菌(Myxococcus piscicola)，G4鉴定为强 
毒株，G】8鉴定为弱毒株l J。后经 16 rDNA作为分 
子标记的系统发育分析证实，鱼害黏球菌是柱状黄 
杆菌的同物异名_2 J。自1972年后，冻干的 G4和 G】8 
菌株一直保存在一20℃。为了恢复其毒力，将 Gd菌 
株经过两次腹腔注射感染和一次浸泡感染草鱼。每 
次感染后重新分离纯化细菌，并按照 Grifin[13 J的方 
法鉴定，最后得到的纯化的菌株命名为 G4R3。G 8菌 
株则未经复壮。 
将细菌在 25℃的 Shieh液体培养基中缓慢摇 
动培养 18～36 h。原始菌液用含有 15％(体积分 









量(6±0．8)g。通过浸泡攻毒，测定 G4R3和 Gl8的半 




的浸泡浓度为 l×100‘6 CFU／mL、l×10 ·0。CFU／ 
mL、1×10 · CFU／mL、l×10 · CFU／mL，Gl8的 
浸泡浓度为 l×10 ·77 CFU／mL、l×10 · CFU／ 
mL、1×10 ·7 CFU／mL、l×108·77 CFU／mL，每个浓 
度组20尾鱼苗，在(20±1)℃水温下浸泡 1 h，然后 
将浸泡后的鱼苗放进 20 L的水族箱，充气饲养，在 
此期间不喂食，水温保持在(20±1)℃。对照组的鱼 
苗用灭菌的配方水浸泡相同的时间，然后放入 20 L 
的水族箱中，同样条件饲养。每隔 2 h观察 1次，记 
录鱼苗的死亡量和死亡时间以及发病症状，连续 
7 d，并用 Reed& Muench[15 J的方法计算 LDm。 
1．3 G4R3和Gl8菌株的生长曲线测定 
将一80℃保存的菌株解冻，在Shieh培养基中 
25℃摇床培养至 l(】达到 0．4。然后取 2 mL菌 
液加入 200 mL新鲜 Shieh培养基，25℃摇床继续培 
养，在接种后 96 h内，每隔 6 h取出少许菌液，用梯 
度稀释结合平板计数的方法计算菌液的浓度。绘制 
细菌的生长曲线。 
1．4 细菌胞外蛋白(extracelular proteins。ECPs) 
的制备 
将菌株 G4R3和 G18在 Shieh培养基中25℃培养 
18～36 h，参照 等的方法制备胞外蛋白【l6]。即将 
菌液在 10000 g，4℃下离心 10 min，收集细菌。上 
清用 0．22 m低蛋白吸附的滤膜(Milipore)过滤。 
用 l0％三氯乙酸(w／v)在 4℃过夜沉淀滤液中的蛋 
白。15 000 g 4℃离心 30 min收集沉淀的蛋白，用 
一 20℃放置的丙酮两次洗涤沉淀，室温晾干。所得 
到的蛋白用 5 mol／L尿素，2 mol／L硫脲，2％ [w／v] 
CHAPS，2％ [w／v]SB 3—10，40 mmol／L Tris， 
0．2％ [w／v]Bio-Lyte 3／10两 性 电解 质 (Am— 
pholyte)溶解后，马上使用或 一80℃保存备用。用 
Bio-Rad蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度。 
配制 l2％的分离胶(pH 8．8)，5％的浓缩胶(pH 
6．8)。每个泳道上样 20～30 g的胞外蛋白，在 
Tris—glycine缓冲液中(pH 8．3)进行 SDS-PAGE电 
泳，用考马斯亮蓝 R一250染色。 
1．5 双向电泳 
第一向等电聚焦是在 Protean IEF Cel(Bio- 
Rad)上按照操作手册进行。将 ECPs样品用水化液 
(8 mol／L urea，4％ 1 w／v l CHAPS，0．5％ immobi— 
lized pH gradient(IPG)bufer，65 mmol／L二硫苏糖 
醇和微量的溴酚蓝稀释，18 cm pH 3～10非线性 pH 
梯度的预制干胶条(Amersham)胶内水化上样。每 
根胶条上样400 g蛋白，上样体积 350 L。聚焦至 
功率达到 60 000 Vh左右。聚焦完成后，将胶条在 
平衡液 A(50 mmolAL Tris—HCI pH 8．8，6 mol／L尿 
素，30％ [v／v]甘油，2％ [w／v]SDS，0．01％ [w／v] 
溴酚蓝，l％ [w／v]DTT)中平衡 15 min，接着在平 
衡液 B(50 mmol／L Tris—HC1 pH 8．8，6 mol／L尿素， 
30％ [v／v]甘油，2％ [w／v]SDS，0．01％ [w／v]溴 
酚蓝，2．5％ [w／v]碘乙酰胺)中平衡 15 min。经过 
2次平衡后，在 Ettan Dah Six Electrophoresis Unit 
(Amersham)上进行第二向的 SDS-PAGE，胶质量分 
数为 l2．5％。电泳完成后，用胶体考马斯亮蓝 G一 
250进行染色。扫描得到双向电泳图谱 ，PDQUEST 




按照 Shevchenko等【l7 J的方法进行胶内酶解。 
2 L酶解产物上样于 MALDI—TOF点样板，所用的 
基 质 为 a—cyanohydroxytranscinnamic acid matrix 
(Sigma)。所 用 的质谱 仪为 AutoFlex TOF—TOF 
LIFT Mas Spectrometer(Bruker Dahonics)，具体步 
骤参见操作说明。MALDI—TOF和 MALDI—TOF／ 
TOF均采用反射模式，TMALDI—TOF—MS的加速 
电压为 20 kV，反射电压为23 kV。各蛋白肽段波谱 
分析 和数 据库 搜 索采 用 BioTools 3．0 software 
(Bruker)。Peptide mas fingerprint(PMF)搜索时， 
肽段质量容忍度为 100×10一，最多允许 1个酶切 
位点的遗漏；TOF—MSMS搜索时碎片离子质量容忍 
度为 0．5 D，最多允许 1个酶切位点的遗漏。运用 
Mascot(http：／／Ⅵ v．matrixscience．corn／cgi)搜索 
NCBInr细菌数 据库进行蛋 白质鉴定。PMF和 
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Ding等[ 8l。所用的质谱仪为 Finnigan LCQ Deca 
XP Plus ion．trap micro-electrospray mass spectrome— 
ter(ThermoQuest，San Jose，CA，USA)，藕联 Survey— 
or HPLC system(ThermoQuest)进行在线 LC-MS分 
析。MS／MS原始数据(同时包括 b一离子和 离子) 
用 SEQUEST 软 件 (University of Washington，li— 





2．1 G4R3和 G18的毒力评价 
柱状黄杆菌 G4R3和 G18菌株对草鱼鱼苗的浸泡 
攻毒结果见表 1。G4R3菌株对草鱼鱼苗的 L【)50分别 
为浓度为 1×10 - -，而 G18大于 1×10 ·77。由于 
G4R3的 LD5o至少比Gl8的高 3个数量级，且 Gl8浸泡 
后草鱼鱼苗的死亡时间比 G4R3长，所以菌株 G4R3被 
定义为强毒株，而 Gl8被定义为弱毒株。 
表 1 柱状黄杆菌 qR3和 Gl8菌株对草鱼的浸泡感染试验 
Tab．1 Immersion challenge infection of grass carp(Ctenopharyngodon idellus)with 
Flavobacterium columnare strains G4R3 and G18 
本研究运用的原始菌株为 1972年分离和冻于保 
存的柱状黄杆菌强毒株 G4和弱毒株 G18【 J。为了恢 




2．2 G4R3和 GlS的 ECPs的 SDS-PAGE 
G4R3和 G18的菌株的生长曲线如图 1所示。根 
据图 1可确定制备胞外蛋白的适当时间。从图中可 
以看出，G4R3菌株的生长快于 Gl8c接种 18 h内， 
G4R3生长处于缓慢期，18～30 h处于对数期，30～ 
36 h处于稳定期，36 h后处于衰老期。接种 24 h内， 
G18生长处于缓慢期 ，24～36 h处于对数期，G18的稳 
定期很短，36 h后即处于稳定期和衰老期。所以分 
别选定 G4R3的对数生长早期 20 h和后期 26 h、G】8 
的对数生长早期 26 h和后期 34 h来制备胞外蛋白； 
并分别进行 SDY>PAGE(图 2)。64R3和 G18的 ECPs 
图谱极为相似，有 3条主要的蛋白条带，即分子量分 
别为69 kD、54 kD和41 kD的蛋白条带；此外，还有 
许多分子量在 10～200 kD之间的蛋白条带。由于 
分辨率的限制，不能分辩出 G4R3和 Gl8菌株之间差 
异表达的蛋白条带。对 G4R3菌株而言，对数生长早 
期 20 h和后期 26 h的 ECPs图谱也极为相似；对 
G】8而言，对数生长早期 26 h和后期 34 h的 ECPs图 
谱也极为相似。为了模拟体内环境，选用对数生长 







图 1 柱状黄杆菌 G4R3和 G18菌株的生长曲线 
Fig．1 Growth curves of Flavoboz-terium columnare 
strains G4R3 and Gl8 
维普资讯 http://www.cqvip.com 








图2 柱状黄杆菌 G4R3和 Gl8菌株胞外蛋白的 SDS- 
PAGE图谱 
1：标准蛋白分子量；2：Gl8培养 28 h后的 ECPs，上样 20 蛋 
白；3：Gl8培养 34 h后的 ECPs，上样 30 g蛋白；4：G4R3培养 
20垢 的ECPs，上样20旭 蛋 白；5：G4R3培养 26 h后的 ECPs， 
上样 30 g蛋白． 
Fig．2 on dim朗siOnal S0 R E 0f EI 】s fH]m E "tO- 
6 “ columnare stransG4R3 and 8 
Lane1： gelwasloaded ththemolecularweightmarker；lane2： 
20PgECPs of28h culture of st商nG18；lane 3：30pgECPs of 34 h 
cultureof strain G18；lane 4：20 Pg ECP8 of 20 h culture of strain 
Gd ；lane 5：30PgECP§of26h culture of 8t~in64∞． 
2．3 G4R3和G18菌株的ECPs的双向电泳 
对 G4R3和 G18菌株的 ECPs进行了双向电泳(2 
一 DE；图 3)。通过 PDQUEST软件分析，有 l0个 
蛋白点(图3A，wl～wl0)只在强毒株 G4R3中表达，7 
个蛋白点(图3A，wll～w17)在强毒株 G4R3中表达 
上调(Student’S t-test，P<0．05)。有 7个蛋 白点 
(图 3B，al～a7)只在弱毒株 G18中表达，l0个蛋白 
点(图 3B，a8～a17)在弱毒株 G18中表达上调(Stu— 
dent’S t-test，P< 0．05)。 
2．4 MALDI．ToF MS和 MALDI．ToF 以及 
ESI．MS 鉴定差异表达的蛋白 
将 34个差异表达的蛋白点进行胶内酶解，将酶 
解产物经过 MALDI—TOF MS分析。尽管绝大多数 
的蛋白点都得到了很好的 PMF图谱，但进行数据 
库搜索时却没有得到鉴定结果。由于 5个蛋白点 
(w6～W9，w12)的 PMF图谱相似(图 4)，且分子量 
相似，只是等电点稍有差异，所以这 5个点中只选取 
了2个点即 w8和 w12做了MALDI—TOF／TOF分 
析，其他所有的差异蛋白点都进行了MALDI—TOF／ 
TOF分析。当用 P 结合 MALDI—TOF MS S 
进行数据库搜索时，仅点 wl和 w14得到了鉴定。 
wl经鉴定为滑动蛋白 K(GldK)，其二级质谱数据 
与 NCBI细菌数据库中的约氏黄杆菌 F．johnsoniae 
GldK(accesion no．AY882986)的 3个肽段相匹配， 
总得分为 133。w14经鉴定为腺酐甲硫氨酸合成 
酶，其二级质谱数据与 NCBI细菌数据库中的哈氏 





6个蛋白点w2～w5，w8和 wlO经过 ESI—MS／ 
MS分析，只有点 w8得到鉴定。当用 SEQUEST软 
件对点 w8的 LC-MS／MS原始数据进行搜索时，匹 
配最好的蛋白是约氏黄杆菌(F． ohnsoniae)的一种 
假 定 的 膜 蛋 白 (Putative membrane protein，gi 
90436484)。尽管只有 1个肽段与约氏黄杆菌 puta— 
tive membrane protein相匹配，但是，这个肽段被重 
复扫描到了 5次，且每次的 Xcorr values值都大于 
2．0，DelCn大于 0．1。Pfam HMM 搜索 (http：／／ 
pfaro．wust1．edu／egi—bin／)显示这种 putative mem— 
brane protein在 310位氨基酸到 512位氨基酸之间 













通过 PDQUEST软件分析，发现 G4R3和 G18的 
ECPs共有 34个表达有差异的蛋白点。这 34个蛋 
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有2个蛋 白点得到了鉴定。6个蛋 白点，即 w2～ 
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图3 柱状黄杆菌 G4m(A)~I1 8(B)菌株胞外蛋白的双向电泳图谱(pH 3～10，l8 cn1，非线性)，胶体考马斯亮蓝 G-250染色 
注：M为标准分子量；“十”示蛋白点． 
Fig．3 ECPs profile of Flavobacterium columnare strain G4m(A)and Gl8(B)on Coloidal Coornaassie Briliant B1ue-stained 
2-DE gels with a nonlinear gradient from pH 3 to 10．M：molecular marker；“十”shows protein point 
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图 4 一些蛋白点的肽质量指纹图谱 A，w6；B，w7；C，w8；D，w9；E，w12 
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蛋白点 w6～w9和 w12具有相似的PMF图谱 
(图4)，在2一DE胶上，具有相似的分子量而只是等 
电点稍有偏差，表明这几个点都是同一种蛋白，只是 
具有不同的翻译后修饰(图 3A)。点 w8被鉴定为 
可能的膜蛋白，那么 w6、w7、w9和 w12都可以被鉴 
定为可能的膜蛋白。蛋白点 w6-w9只在强毒株中 
表达，而不在弱毒株中表达；而蛋白点 w12在强毒 




RagB家族的成员 RagB是牙龈卟啉单胞菌 (Por— 
phyromonas gingivalis)外膜的一种脂蛋白，具有促 
进许多未知配体转运的功能l2 ，rag基因座(包括 









和ATP合成 SAM。腺酐甲硫氨酸合成酶由 metK 
基因[28 3或者 metXl2 基因编码，metK 基因的表达 
对大肠杆菌 K一12的生长是必不可少的，当 metK的 
表达减少时，基因组 DNA的甲基化减少，细胞分裂 
受阻【 。在营养缺乏时，metK 的表达是大肠杆菌 
Escherichia coli成活所必不可少的，而营养充足时， 
metX表达则对其生长是必需的[29 J。用 PSORTb 











性质 以及在致病过程 中的作用都有待进一步的 
研究。 
迄今，只有关于柱状黄杆菌硫酸软骨素裂解酶 
(Chondroitin AC lyase)这一毒力因子的报道【 ．1 。 
本研究没有在强毒株和弱毒株的差异表达蛋白中检 
测到这种蛋白，可能是因为在 Shieh培养基中，柱状 
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Differential proteomeies of extracelluar proteins between virulent and avirulent 
strains of Flavobacterium columnare 
LIU Guo-yong．NIE Pin 
(State Key Laboratory of Freshwater Ecology and Biotechnology，Institute of Hydrobiology，Chinese Academy of Sciences，Wuhan 
430072，China) 
Abstract：Flavobacterium columnare，the causative agent of columnaris disease，has infected a wide range of 
wild，cultured and ornamental fish species in the world，and is a pathogen of gill—rot disease of several major— 
cultured fish species including grass carp Ctenopharyngodon idellus and mandarin fish Siniperca ckuatsi in 
China．F．columnare isolates can be designated as high virulence or low virulence depending on the disease 
course and the mortality caused．It has been shown that the virulence of F．columnare is correlated with its 
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ability to adhere onto fish gills，and the high virulence strain has a thick capsule，whereas the capsule of the 
low viru lence strain is much thinner．However，the information in relation to the virulence factors of F． 
columnare is rather scarce；proteomic approach has not been employed to determ ine virulence factors of the 
bacterium ．In this study，a proteome analysis was carried out to compare the extracellular proteins of virulent 
and aviru lent strains of F．columnare in order to identify virulence factors of the pathogen．F．columnare 
strains 04R3 and G18 were assessed to be virulent and aviru lent，respectively，by immersion challenge．Pro— 
teomic analysis by two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis(2一DE)was applied to analyze extra— 
cellular proteins of 04R3 and G18 at the late exponential growth phase．Thirty—four protein spots differentially 
expressed between the two strains were analyzed by 2一DE gels，and they were further analyzed using in—gel 
tryptic digestion，peptide mas fingerprinting and tandem mas spectrometry．Seven spo ts representing three 
proteins，namely GldK ，s—adenosylmethionine synthetase and a putative membrane protein were identified， 
and these proteins may be considered as viru lence—related factors of F．columnare．GldK has been repo rted 
as one of a cluster of proteins required for gliding motility of F．johnsoniae，in which the disruption of gldK 
gene can result in complete los of gliding motility，deficiency in chitin utilization，and resistance to bacterio— 
phages．Al though the exact role of GldK in F ．columnare has not been characterized，the exclusive expres— 
sion of GldK in virulent strain may indicate that GldK plays an impo rtant role in the pathogenesis of F
．  
columnare infection．Five differentially expressed spots were identified as a putative membrane protein
． A 
Pfam  H ／^I^，I search(htp：／／pram ．wust1．edu／cgi—bin)showed that the putative membrane protein had．from 
310 aa to 512 aa，a SusD—RagB domain with a score of 57．3，which probably mediated the binding of a wide 
range of po lysaccharides to the bacterial cell surface．Although the function of SusD—RagB fam ily proteins 
have not yet been experimentally determ ined，RagB has been repo rted as po ssible lipo proteins in the outer 
membrane of Porphyromonas gingivalis，acting in concert at the surface of the bacterium to facilitate active 
transpo rt of as yet unknown ligands．One spo t was identified as s—adenosylmethionine synthetase encoded bv 
the metK gene or metX ，which mediated the synthesis of s—adenosylmethionine
． It is repo rted that when 
metK expression was limited，genomic DNA methylation decreased and cel division was ham pered
． In E — 
cherichia coli，metK expression is essential for growth of E．coli on minimal media and mP X expresion is 
essential for growth on rich media．In this study，the viru lent F
． columnare strain expressed much more s— 
adenosylmethionine synthetase than the avirulent strain，and its virulence may be of interest for further re— 
search．Apart from the seven identified spo ts，five enhanced spo ts and five exclusive expresion spo ts in viru— 
lent strain could not be identified by the aforementioned approaches
． These spo ts may be novel virulence—as— 
sociated factors or proteins sharing mod erate sequence similarity with identified virulence—associated factors 
of other species that require further characterization
． Al though only three virulence factors identified in this 
study，this repo rt opens a path to the further analysis of virulence factors of F
． columnare．『Jourml of Fish— 
ery Sciences of China，2007，14(5)：807—814] 
Key words：Flavobacterium columnare；virulence factor；extracelluar proteins；two-dimensional polyacrv— 
lam ide gel electrophoresis；mas spectrometry 
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